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A presente dissertação teve como principal objectivo a síntese de novos 
quimiosensores baseados no cromóforo violeta de cresil, uma vez que este é 
amplamente utilizado em marcações histológicas. A síntese do derivado CV-B6 foi 
realizada através da funcionalização da amina do cromóforo com a forma activa da 
vitamina B6, piridoxal-5’-fosfato. Por sua vez a síntese do derivado CV-His foi 
realizada em dois passos. Inicialmente foi adicionado um espaçador à estrutura do 
cromóforo violeta de cresil com posterior funcionalização com histidina. 
Foi realizada a sua caracterização fotofísica onde se verificou que o CV-B6 possui um 
rendimento quântico elevado (Ф=0.70) devido à inserção da vitamina B6, e o CV-His 
possui um rendimento quântico inferior (Ф=0.28), devido ao aumento da liberdade 
rotacional da molécula. Realizou-se um estudo de solvatocromismo para vários 
solventes, sendo que ambos os derivados apresentaram solvatocromismo positivo. 
Foi testada a sua capacidade sensorial para vários analitos, nomeadamente iões 
metálicos, aniões e moléculas biológicas. Verificou-se que o derivado CV-B6 não 
detecta iões metálicos nem aniões devido à ausência de um grupo na posição meta à 
imina. Posteriormente testou-se a sua capacidade de detecção com moléculas 
biológicas, nomeadamente proteínas e aminoácidos. Deste modo foi verificado que 
variando o pH do meio, o derivado poderá interagir ou não com um determinado 
analito, tornando-o um quimiossensor vantajoso na área da saúde.  
O derivado CV-His mostrou ser um bom sensor para os iões metálicos estudados, 
revelando uma maior afinidade para metais pesados, nomeadamente chumbo 
𝑙𝑜𝑔𝛽 (𝐴𝑏𝑠. ) = 6.36. O reconhecimento dos iões metálicos por este derivado consiste no 
bloqueio do mecanismo da transferência de electrões fotoinduzida. 
 
Palavras-Chave: Violeta de Cresil, CV-B6,CV-His, solvatocromismo, rendimento quântico, iões metálicos, 







The aim of the present dissertation was to synthesize new chemosensors based on 
cresyl violet chromophore, since this is widely used in histological markers. The 
synthesis of the CV-B6 derivative was accomplished by functionalizing the amine of 
the chromophore with the active form of vitamin B6, pyridoxal-5'-phosphate. In turn 
the synthesis of the CV-His derivative was performed in two steps. Initially, a spacer 
was added to the cresyl violet chromophore structure with subsequent histidine 
functionalization. 
Its photophysical characterization showed that CV-B6 has a high fluorescence quantum 
yield (Ф = 0.70) due to the insertion of vitamin B6, and CV-His has a lower quantum 
yield (Ф = 0.28), due to the increased rotational freedom of the molecule. A study of 
solvatochromism was performed for several solvents, with both derivatives showing 
positive solvatocromism. 
Their sensory capacity was tested for various analytes, namely metal ions, anions and 
biological molecules. It has been found that the derivative CV-B6 does not detect metal 
ions nor anions due to the absence of a meta-imine group. Their detection capacity was 
then tested with biological molecules, namely proteins and amino acids. Thus it was 
found that by varying the pH of the medium, the derivative could interact with a 
particular analyte, making it an advantageous chemosensor in the health area. 
The CV-His derivative showed to be a good sensor for the metal ions studied, 
revealing a higher affinity for heavy metals, namely lead (II), 𝑙𝑜𝑔𝛽 (𝐴𝑏𝑠. ) = 6.36. The 
recognition of metal ions by this derivative consists of the blocking of the mechanism 
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I.1. Quimiosensores fluorescentes 
Na década de 80, Tsien e colaboradores sintetizaram o primeiro sensor químico para 
detecção de cálcio, utilizando a fluorescência para reconhecimento molecular. 1,2 No 
entanto, o conceito de “quimiosensor” já teria sido introduzido anteriormente, por 
Czarnick, onde definiu um quimiosensor como sendo “um composto de origem 
abiótica que se complexa reversivelmente a determinado analito, com a produção de 
sinal de fluorescência”. 3,4 
O quimiosensor fluorescente clássico é constituído por três unidades, um 
receptor responsável pela detecção do analito, um fluoróforo responsável pela 
sinalização, após detecção, e por um espaçador que liga o receptor e o fluoróforo 
controlando a sua separação e o seu arranjo geométrico. 5 Um bom quimiosensor tem 
de ser fotoestável, possuir uma forte afinidade e selectividade para um determinado 
analito, e o meio envolvente não deve produzir interferências no sinal de fluorescência 
6.  
A associação entre o quimiosensor e o analito pode ocorrer de vários modos (figura 1). 
3,7,8 
Num ligando fluorescente, o fluoróforo e o receptor são o mesmo (figura 1 – A). Em 
sondas intrínsecas (figura 1 – B), o analito interage com o receptor, estando o receptor e 
o fluoróforo conectados directamente, pelo sistema π  do fluoróforo. 9   
Em sondas extrínsecas designadas “fluoróforo-receptor-espaçador” (figura 1 – C) o 
fluoróforo e o receptor, são separados através de um espaçador. Neste caso o analito é 
reconhecido pelo receptor. Apesar de electronicamente independentes o analito-
receptor pode produzir alterações no fluoróforo nomeadamente na sua fluorescência.  
 Os excímeros ou exciplexo (figura 1 – D) podem ser formados entre um receptor e um 
fluoróforo, onde a associação do analito, pode modular a geometria intramolecular 








Figura 1 - Esquema dos diferentes tipos de quimiosensores. (A) - Ligandos fluorescentes, (B) - Sondas 
fluorescentes intrínsecas, (C) - Sistemas fluoróforo-espaçador-receptor, (D) - Sondas exciplexo ou 
excímeros. 
I.2. Mecanismos de Detecção 
A fluorescência é uma ferramenta simples e sensível que permite detectar tanto iões 
como aniões in vitro ou in vivo. A absorção também é uma ferramenta útil na detecção 
colorimétrica de determinados analitos. Juntas são uma mais-valia por reduzirem a 
necessidade de aparelhos dispendiosos e preparações de amostra demoradas.11 
Quando uma molécula está no seu estado excitado podem ocorrer diversos 
processos fotofísicos (figura 9), tais como transições radiativas e não-radiativas entre os 
estados electrónicos.  
Quando a molécula absorve um fotão, o electrão passa para um estado de maior 
energia, denominado estado excitado. Posteriormente esse electrão deverá regressar 
novamente ao seu estado inicial, denominado estado fundamental. Se o seu regresso ao 
estado fundamental, denominado relaxação, denomina-se de transição radiativa. No 
entanto, se essa mesma energia for dissipada por outras vias devido a interacções entre 







Figura 2 - Esquema de absorção e emissão de radiação sob a forma de mecanismos radiativos e não 
radiativos. Imagem adaptada. 12  
A molécula no estado excitado por absorção de um fotão pode retornar ao estado 
fundamental com a consequente emissão de fluorescência (transição radiativa). No 
entanto, outras formas de relaxação (transições não radiativas) podem também ocorrer, 
tais como: conversão interna (retorno directo ao estado fundamental sem emissão de 
fluorescência), cruzamento intersistema (provavelmente seguido por emissão de 
fosforescência), transferência de carga intramolecular e alteração conformacional. 
(figura 3) 12 
A interacção no estado excitado com outras moléculas podem também competir com a 
relaxação para o estado fundamental, nomeadamente: transferência electrónica 
fotoinduzida (PET), transferência de protão, transferência de energia, formação de 
excimeros e exciplexoos. 12  
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Figura 3 – Processos intramoleculares e intermoleculares no estado excitado 12 
A fluorescência é uma transição radiactiva, onde ocorre a emissão de um fotão do 
estado excitado para o estado fundamental. Com base na regra de Stoke’s o máximo de 
emissão localiza-se sempre a comprimentos de onda maiores relativamente ao máximo 
de emissão, devido à energia perdida no estado excitado devido à relaxação 
vibracional.   
A Conversão interna é uma transição não radiactiva entre dois estados electrónicos da 
mesma multiplicidade de spin. Quando uma molécula é excitada para um nível de 
energia superior, comparativamente ao estado fundamental, ocorre a relaxação 
vibracional por conversão interna. A conversão interna de S1 para S0 pode competir 
com a emissão de fotões por fluorescência e com o cruzamento intersistema. 12 
O Cruzamento intersistema é também uma transição não radiativa entre dois níveis 
vibracionais com a mesma energia, mesmo que tenham multiplicidades diferentes. 
Como por exemplo, a transição electrónica do estado S1 para um estado tripleto Tn de 
mesma energia.  
A fosforescência é uma transição radiativa do estado tripleto T1 para o estado 
fundamental S0. Estes fenómenos ocorrem preferencialmente a baixas temperaturas, 
porque à temperatura ambiente este processo é muito lento quando comparado com 




fosforescência surge a comprimentos de onda superiores à de emissão, porque o estado 
tripleto inferior tem energia mais baixa que o estado energético S1. 13 
A transferência de carga intramolecular é também uma transferência de electrão, tal 
como a transferência de electrões fotoinduzida. A diferença reside na transferência dos 
electrões, em que o processo ocorre dentro do mesmo sistema electrónico ou entre 
sistemas com elevado nível de conjugação, possuindo as suas próprias características. 14 
A transferência de carga intramolecular é normalmente observada quando o fluoróforo 
possui um grupo doador e um grupo aceitador de electrões.  
Aumentando a polaridade e a temperatura, a fluorescência proveniente da 
transferência de carga intramolecular aparece, possuindo uma banda de fluorescência 
larga e sem estrutura, desviada para comprimentos de onda elevados. Em solventes 
polares esse desvio torna-se maior, uma vez que as interacções dipolo entre soluto e 
solvente são mais intensas. Por esta razão, sondas denominadas “sondas polares” são, 
de facto, fluoróforos que sofrem transferência de carga intramolecular.14 
A transferência de carga intramolecular tem capacidade para gerar novas bandas na 
emissão ou produzir um forte desvio. As moléculas que sofrem este processo fotofísico 
devem possuir obrigatoriamente certos elementos na sua estrutura, nomeadamente ter 
um grupo doador e aceitador de electrões necessariamente separados no espaço de 
modo a fornecer um momento dipolar elevado. 14 Os fenómenos de transferência de 
electrão fotoinduzida e transferência de carga intramolecular são facilmente 
distinguidos através dos seus espectros de absorção e emissão. Enquanto na 
transferência de electrão fotoinduzida se observa uma forte supressão da emissão sem 
que se verifique desvio no espectro, na transferência de carga intramolecular, os 
estados são frequentemente fluorescentes mas podem exibir um desvio significativo no 
espectro 14 
A Transferência de electrão fotoinduzida ocorre quando o fluoróforo e o receptor (FRS) 
são electronicamente independentes, qualquer mecanismo de sinalização tem de 
ocorrer por mecanismos de transferência electrónica (ET). Um processo de PET ocorre 
quando o receptor possui grupos com átomos de azoto, ou outros átomos que 
contenham um par de electrões não-ligante, que podem ser modulados por 




No caso do PET-FRS, a orbital HOMO do receptor encontra-se energeticamente 
localizada entre as orbitais fronteira do fluoróforo. Assim quando ocorre a excitação de 
um electrão, e este passa para a LUMO do fluoróforo, ocorre uma transferência de 
electrão rápida da HOMO do receptor para a HOMO do fluoróforo, promovendo 
assim a extinção na fluorescência. 12 
No entanto, quando o par de electrões não ligando está associado, a energia da HOMO 
diminui, e a transferência electrónica que ocorre da orbital HOMO do receptor para a 
HOMO do fluoróforo é desligada, resultando numa emissão de fluorescência (figura 4). 
12 
 
Figura 4 - Representação esquemática do processo de transferência de electrões fotoinduzida (PET) e a sua 
inibição. 12 
A formação de excímeros e exciplexos pode ocorrer quando existem dois ou mais 
fluoróforos com um longo tempo de vida, por exemplo, o pireno e o naftaleno. Os 
excímeros intramoleculares, ou intermoleculares, formam-se num estado excitado 
quando, por colisão, uma molécula ou fluoróforo excitado interage com o estado 
fundamental de uma outra molécula idêntica. A banda de fluorescência corresponde ao 
excímero localiza-se a comprimentos de onda mais elevados comparativamente ao 
monómero. A relação entre o monómero e o excímero é altamente dependente da 
temperatura, uma vez que temperaturas elevadas aumentam a formação de 
monómeros. 12 
A formação de exciplexos ocorre pela interacção de uma molécula no estado excitado 
com outra molécula diferente no estado fundamental, formando um complexo 




excitada de antraceno e a transferência de electrão da amina da N,N-dietilanilina. A 
banda de emissão do exciplexo altera-se com a polaridade do solvente, quando a 
polaridade aumenta, a banda sofre um desvio na direcção do vermelho. 12 
I.3. Quimiosensores contendo unidades biológicas.  
Um quimiosensor inspirado em moléculas biológicas possui uma estrutura semelhante 
ao quimiosensor clássico. No entanto o receptor é formado por um aminoácido, por 
uma cadeia peptídica ou outras moléculas biológicas1 A inserção de aminoácidos na 
molécula pode conferir características biomiméticas à molécula, com uma estrutura e 
propriedades biológicas específicas. As suas propriedades, tais como, luminescência, 
capacidade condutora, elevada estabilidade térmica e reconhecimento de iões 
metálicos ou outros analitos, podem ser modificadas. Tais modificações podem ser 
feitas através de manipulação sintética na cadeia lateral dos aminoácidos. 2 
Os aminoácidos e péptidos contêm unidades disponíveis para reconhecimento de iões 
metálicos, tornando-os bons biosensores para detecção deste iões metálicos tanto em 
solução como em estado sólido. 2 
I.3.1. Moléculas biológicas  
I.3.1.1. Vitaminas 
A vitamina B6 contém uma série de compostos presentes em sistemas biológicos. Esta 
faz parte do grupo da vitamina B, em que a sua forma activa, a piridoxal-5-fosfato é 
uma coenzima essencial da dieta para o metabolismo dos aminoácidos e para a 
manutenção das células corporais, estando envolvida na formação da hemoglobina, no 
metabolismo de carbohidratos e de gorduras. 15,16 É também cofactor em muitos 
processos enzimáticos tais como a descarboxilação, racemização e a transaminação 
catalítica. Esta forma bioactiva da vitamina B6 é produzida dentro das células pela 
piridoxal cinease, que catalisa a conversão dos três percursores da vitamina B6 não 
fosforilados. 17 
Na forma de piridoxina, esta coenzima está comercialmente disponível como 




não é tóxica, contudo vários estudos mencionam que quando ingerida em elevadas 
quantidades pode causar neurotoxicidade.16 
 
 
Figura 5 - Estrutura química das três formas da vitamina B6 e da sua forma bioactiva.  
A vitamina B6 consiste em três vitaminas inter-relacionadas: piridoxina, piridoxal e 
piridoxamina (figura 5). Estas três formas da vitamina B6 são convertidas em piridoxal-
5’-fosfato nos tecidos, exercendo actividades antitumorais e antiproliferativas. 15 
I.3.1.2. Aminoácidos 
Na natureza existem vinte aminoácidos distintos, que são quirais e existem na forma L, 
com excepção da glicina. As células são capazes de sintetizar especificamente os 
isómeros L de aminoácidos devido aos locais activos de enzimas serem assimétricos, 
fazendo com que as reacções que catalisam sejam estereoespecíficas.18 
Os aminoácidos diferem entre si nas suas cadeias laterais, variando a estrutura, 
tamanho e carga eléctrica, influenciando a sua solubilidade em água. Estes podem ser 
agrupados em quatro classes principais com base nas propriedades dos seus grupos 
laterias, em particular, quanto à sua polaridade, ou tendência a interagir com a água a 
pH fisiológico. A polaridade dos grupos laterais varia de não polar e hidrofóbico a 
altamente polar e hidrofílico (figura 6). 18 
O conhecimento das propriedades químicas dos aminoácidos comuns é fundamental 






Figura 6 - Os vinte aminoácidos comuns nas proteínas. Imagem adaptada 19 
I.3.1.3. Proteínas 
Proteínas são as macromoléculas biológicas mais abundantes no organismo, existindo 
em todas as células. As proteínas são muito diversificadas, variando em tamanho de 
péptidos, desde relativamente pequenos a grandes polímeros, com pesos moleculares 
elevados. Além disso, exibem uma enorme diversidade de funções biológicas.18 De 
seguida são enumeradas algumas das propriedades e características principais das 
proteínas estudadas na presente tese.  
I.3.1.3.1. β-lactoglobulina 
A β-lactoglobulina é uma proteína composta por 162 resíduos de aminoácidos e um 
peso molecular de 18,4kDa. Esta proteína pertence à família das lipocalinas, conhecidas 
por ligarem pequenas moléculas hidrofóbicas. A pH fisiológico e a pH inferior a 3,5, a 
β-lactoglobulina é encontrada principalmente na forma de dímeros e a valores de pH 
acima de 7,5 esta proteína tende a ser monomérica.20 
Desde a descoberta do complexo formado entre esta proteína e o retinol, em 1972 por 
Futterman e colaboradores, tem-se verificado a ligação de outos ligandos hidrofóbicos, 
tais como colesterol, vitamina D, vários componentes aromáticos e ácidos gordos. 20 
I.3.1.3.2. α-lactoalbumina 
A α-lactoalbumina é uma proteína relativamente pequena com uma massa molecular 
correspondente a 14,2 kDa. Possui uma quantidade de aminoácidos essenciais 




A α-lactoalbumina é a proteína reguladora do sistema de enzimas da lactose sintase 
responsável pela catálise e regulação da lactose na glândula mamária em lactação. 22 
Esta proteína possui um NH2-terminal ligado a um resíduo de ácido glutâmico, e o 
COOH-terminal ligado a um resíduo de leucina. Para além disso possui quatro ligações 
dissulfureto. Uma das propriedades interessantes da α-lactoalbumina é a sua 
capacidade de interagir com substâncias hidrofóbicas tais como péptidos hidrofóbicos, 
membranas lipídicas e ácidos gordos. 21 
Os locais de ligação para os catiões divalentes consistem num grupo de aminoácidos 
dentre os quais glutamina (Glu), Aspartato (Asp), Lisina (Lys), Ariginina (Arg) e 
Histidina (His), cuja sua dissociação depende do seu ambiente químico circundante. 21 
I.3.1.3.3. Albumina de soro de bovino 
As albuminas séricas são as proteínas mais abundantes no plasma, possuindo várias 
funções fisiológicas. 23 A propriedade mais importante deste grupo de proteínas é que 
podem servir como proteína de depósito e como proteína de transporte para uma 
variedade de compostos. 24 A propriedade mais notável das albuminas é a sua 
capacidade para ligar reversivelmente uma grande variedade de ligandos. 23 
A albumina do soro de bovino tem dois resíduos de triptofano que possuem 
fluorescência intrínseca. O resíduo de triptofano (Trp-212) está localizado dentro de 
uma “bolsa” de ligação hidrofóbica e o outro resíduo de triptofano (Trp-134) está 
localizado na superfície da molécula. Deste modo a supressão de fluorescência pode 
ser considerada como uma técnica para medir afinidade de ligações. 24,25 
A albumina do plasma sanguíneo é capaz de se ligar ao piridoxal fosfato, à cisteína e à 
glutationa. 23 
I.3.1.3.4. Ovalbumina 
A ovalbumina é uma glicoproteína, com peso molecular de 45 kDa, sendo a proteína 
maioritariamente presente na clara de ovo. 26,27 Esta proteína pertence à família das 
serpinas, abrangendo cerca de 300 proteínas homólogas com diversas funções, podem 
ser encontradas em animais, plantas, insectos e até em vírus. No entanto não são 




A sua sequência de aminoácidos da ovalbumina possui cerca de 386 resíduos de 
aminoácidos, incluindo seis cisteínas com ligação disulfureto simples. 27,28 O seu C-
terminal é composto por resíduos de cisteína (Cys), valina (Val), serina (Ser) e prolina 
(Pro), Cys-Val-Ser-Pro-COOH. 26 No entanto a ovalbumina não tem uma sequência N-
terminal clássica, embora seja uma proteína secretora. A amina terminal desta proteína 
é acetilada. 28 
Uma das propriedades mais interessantes de ovalbumina é a sua capacidade de 
agregação a valores de pH extremos ou com o aumento da temperatura, com a 
desnaturação previamente induzida. 29 Como consequência da desnaturação, algumas 
das áreas hidrofóbicas que estão no seu interior são expostas, agindo como locais de 
ligação. Deste modo estes locais ficam aptos a interagir com ligandos, ou até mesmo 
com cromóforos que sejam hidrofóbicos.29 
I.3.1.3.5. Anidrase Carbónica 
A anidrase carbónica foi identificada como a primeira metaloenzima de zinco, 
desempenhando um papel importante em vários processos fisiológicos, 
nomeadamente regulação de pH, respiração e reabsorção óssea. 30,31 
A família da anidrase carbónica está dividia em vários subclasses, destacando-se as 
subclasses α e β. A anidrase carbónica pertencente à subclasse α é expressa em 
vertebrados e algas, enquanto a subclasse β é expressa em plantas e procariotas. 31 
A estrutura do centro activo da anidrase carbónica possui forma cónica, sendo que o 
átomo de zinco está localizado na sua base. Este ião é coordenado por três resíduos de 
histidina, através do anel imidazole localizado na cadeia lateral deste aminácido, e um 
ião hidroxilo. 31 
Os ligandos podem formar, também, pontes de hidrogénio com outros resíduos de 
aminoácidos presentes, tais como a glutamina (Gln-92), a aspergina (Asn-244) e o ácido 
glutâmico (Glu-117). Além dos resíduos de aminoácidos, o centro activo possui 
também compostos hidrofóbicos que circundam o local do zinco. 30 
Foram identificadas várias isoformas da anidrase carbónica como possíveis alvos 
terapêuticos para determinadas doenças. 31 A isoforma anidrase carbónica II é a 




A anidrase carbónica é normalmente inibida por compostos com um grupo de ligação 
com afinidade para zinco, por exemplo baseado em sulfonamida (SO2NH2), ou nos 
seus bioisósteres, nomeadamente sulfamatos e sulfamidas. Estas ligam-se, interagindo 
directamente com o zinco, inibindo a actividade desta enzima. 31 
I.3.1.3.6. Lisozima 
A lisozima é uma proteína globular pequena e compacta de 14,5kDa, contendo 129 
resíduos de aminoácidos, dos quais triptofano e tirosinas, e 4 ligações dissulfureto. 32  
Esta proteína possui algumas funções farmacológicas tais como funções anti-sépticas e 
antivirais, por ser eficaz contra células bacterianas através da hidrólise dos seus 
componentes polissacáridos. 33 É também muito importante devido à sua capacidade 
de transportar fármacos. 32 
As proteínas com uma elevada estabilidade interna, tal como a lisozima, não se 
adsorvem a superfícies hidrofóbicas a menos que haja atracção electrostática. 33 As 
interacções entre proteínas e moléculas pequenas, tais como iões metálicos, iões não 
metálicos, cromóforos e numerosos fármacos têm sido extensivamente estudadas. 32  
 
Deste modo a especificidade da interacção entre uma proteína e uma molécula 
pequena ou com outra proteína é um factor importante. No entanto para que essa 
ligação seja forte, a proteína e o seu ligando devem ser complementares em todos os 
formatos de dimensão, quer na sua forma, carga ou no seu grupo dador e aceitador de 
ligação de hidrogénio.34 
A hemoglobina (figura 7), por exemplo, é a proteína que transporta o oxigénio dos 
eritrócitos. A sua capacidade de transporte de oxigénio é absolutamente dependente de 





Figura 7 - Grupo Hemo (a) e hemoglobina (b). Imagem adaptada18 
I.4. Cromóforos - unidade sinalizadora 
A sensibilidade, simplicidade e a selectividade de técnicas baseadas em fluorescência 
tornam os cromóforos particularmente atractivos para estudos in vitro e in vivo.35 Estes 
são normalmente distinguidos pelas suas estruturas complexas, que geralmente 
consistem num sistema extenso de ligações duplas π ou aromáticas, associadas a 
grupos anexos ao cromóforo, modificando a sua capacidade para absorver luz, 
desviando a banda de absorção para comprimentos de onda de menor energia. 36 
A utilização de cromóforos não é recente e tem vindo a ser desenvolvida para variadas 
aplicações, nomeadamente ambientais, ciências forenses, têxtil e em aplicações 
biológicas. O cromóforo escolhido para aplicações biológicas deve respeitar 
determinados factores, tais como absorver na região do vermelho ou infravermelho 
próximo, de modo que consiga penetrar os tecidos a uma maior profundidade, sem 
danificar as células 37. 
Os compostos da família das Oxazinas constituem um grupo importante de 
fluoróforos que emitem acima dos 600 nm em etanol (figura 8).37 
A oxazina 118 (figura 8 - A), estereótipo da família, e o seu benzo-análogo, Violeta de 
Cresil (figura 8 - D), possuem características químicas e foto-físicas que se centram 
essencialmente em rendimentos quânticos de fluorescência elevados, boa foto-
estabilidade e estrutura do anel rígida 37. Alguns dos cromóforos desta família possuem 
a estrutura modificada através da adição de um anel benzeno, produzindo alterações 
no espectro de absorção. As alterações são causadas por interferências estéreas do 







Figura 8 - Estrutura molecular dos corantes da família oxazina com absorção máxima em etanol. A – 
Ozanina 118 (λexc= 588nm), B - Ozanina 4 (λexc= 611nm), C - Ozanina 1 (λexc= 645nm), D – Violeta de Cresil 
(λexc= 601nm), E - Ozanina 170 (λexc= 627nm) e F – Azul do Nilo (λexc= 635nm).38 
O violeta de cresil tem sido amplamente utilizado em marcação histológica e 
em forense como revelador de impressões digitais. 39 Este cromóforo absorve 
fortemente na região vermelha do espectro e tem elevados rendimentos quânticos.40 Os 
seus comportamentos químicos e fotoquímicos são fortemente influenciados por 
interacções electrostáticas, pontes de hidrogénio, interacções ácido-base e pela sua 
hidrofobicidade. 39  
Wan e colaboradores desenvolveram dois derivados do violeta de cresil (figura 9). 41 O 
primeiro derivado foi sintetizado através da adição de um grupo azida ao violeta de 
cresil (figura 9 – A), com capacidade de detectar sulfureto de hidrogénio (H2S) em 
sistemas biológicos zebrafish.41. Mais tarde desenvolveram outro derivado do violeta de 
cresil (figura 9 – B), modificando o grupo amina do violeta de cresil, por um grupo 
nitro, com objectivo de detectar nitroreductase e hipoxia. O seu mecanismo de detecção 
foi baseado na redução catalítica de nitroreductase. A detecção de nitroreductase é 
acompanhada por aumento da emissão de fluorescência a comprimentos de onda na 
gama do vermelho (≈625nm) (figura 9 – B). Esta sonda fluorescente detecta 
nitroreductase em solução aquosa com elevada sensibilidade e selectividade, tendo 
sido utilizada com sucesso para estudar a distribuição de nitroreductase e hipoxia em 







Figura 9 - Derivados do Violeta de Cresil sintetizados e estudados por Wan e colaboradores (em cima) e 
respectivos espectros de emissão de fluorescência (em baixo) com a adição do analito em estudo (figura 
adaptada das referências). 41,42 
 
 Deste modo o violeta de cresil pode ser funcionalizado com outros grupos, não 
só através da alteração de um grupo funcional mas também pela reacção com outras 
moléculas. Essa funcionalização pode inclusivamente ser feita com moléculas 
biológicas, nomeadamente vitaminas e até mesmo com aminoácidos.  
E. Oliveira e colaboradores desenvolveram dois derivados baseados na família das 
oxazinas, violeta de cresil e azul do nilo, adicionando à sua estrutura a forma bioactiva 
da vitamina B6.43 
I.5. Solvatocromismo 
Hantzschlater denominou de solvatocromismo o fenómeno observado quando 
determinados compostos químicos são influenciados pelo meio envolvente, 
observando-se alterações na posição, na intensidade e na forma dos espectros de 
absorção com o aumento da polaridade do solvente.44 O solvatocromismo ocorre 
devido à diferente solvatação entre o estado fundamental e o primeiro estado excitado 
da molécula, dependendo da polaridade do solvente. 44 Quando o deslocamento 




na direcção do azul, o solvatocromismo é negativo. Se por outro lado, o deslocamento 
da banda ocorre para comprimentos de onda de menor energia (na direcção do 
vermelho), o solvatocromismo é positivo. 44 
O tipo de solvatocromismo observado depende da estrutura química do cromóforo, 
bem como das suas propriedades físicas e das moléculas do solvente. 44,45 Em geral, 
cromóforos que apresentem alterações significativas no seu momento dipolar, após a 
excitação, exibem um forte solvatocromismo. Se o seu momento dipolar aumentar 
durante a transição electrónica, normalmente resulta num solvatocromismo positivo. 
Se o momento dipolar diminuir com a excitação da molécula então o solvatocromismo 
observado é negativo. 44,45 
Um método para caracterização quantitativa soluto-solvente baseia-se na 
equação de Kamlet-Taft, em que as energias de absorção e emissão estão 
correlacionadas com os diferentes parâmetros do solvente (equação 1).46 
 
𝑣 = 𝑣0 + 𝑎𝛼 + 𝑏𝛽 + 𝑝𝜋
∗ 
Equação 1 – Equação de Kamlet-Talf. 46 
Onde 𝑣0 é o valor da absorção ou emissão do solvente de referencia, α: parâmetro 
solvatocrómico de acidez do solvente, β: parâmetro solvatocrómico de basicidade do 
solvente, π*: parâmetro solvatocrómico de dipolaridade / polarizabilidade do solvente, 
a, b e p correspondem às respostas da propriedade de soluto, que podem ser obtidos 
por meio de um ajuste multiparamétrico. 46 
Muitas vezes o uso de moléculas sensíveis à polaridade é a única maneira de se 
conseguir estudar, a nível molecular, a estrutura dos locais de ligação de proteínas 
transportadoras, camadas lipídicas e membranas naturais. 44 
I.6. A Importância dos iões metálicos 
O desenvolvimento de sensores fluorescentes capazes de detectar e reconhecer 
selectivamente a presença de iões metálicos alcalinos, alcalino-terrosos e de transição 
tem evoluído ao longo dos anos. Esta tem sido uma área em constante 




saúde pública e para o ambiente, mas também devido ao papel importante que 
desempenham em determinados processos químicos e biológicos.47–49 
Na presente dissertação serão discutidos os grupos dos metais alcalinos, alcalino-
terrosos e metais de transição. Os metais acalinos (Na+, K+) e acalino-terrosos (Mg2+, 
Ca2+) são encontrados em grande abundância na natureza, contrariamente aos metais 
de transição (Cu2+, Ni2+, Co2+ e Cr3+) e pós-transição (Pb2+, Cd2+ e Hg2+), que estão 
presentes em pequenas quantidades. 50 
I.6.1. Metais Acalinos e alcalino-terrosos 
Os metais alcalinos e alcalino-terrosos constituem os dois primeiros grupos da tabela 
periódica. As suas propriedades físicas e químicas podem ser facilmente interpretadas, 
sendo por esse motivo amplamente estudados através da utilização de uma vasta 
variedade de técnicas experimentais e teóricas.50 
 Metais alcalinos e alcalino-terrosos partilham determinadas características físicas, tais 
como a maleabilidade, ductilidade, condutividade eléctrica e térmica, reactividade à 
temperatura ambiente e pressão atmosférica. A maioria destes elementos é bastante 
comum em materiais geológicos. Por exemplo, o cálcio (Ca), magnésio (Mg) e o sódio 
(Na) são elementos muito abundantes na crosta continental terrestre 51  
Elementos como o lítio (Li), sódio (Na), potássio (K), magnésio (Mg) e cálcio (Ca), 
desempenham papéis cruciais em processos fisiológicos e patológicos. 52  
O sódio (Na) é um ião essencial responsável por regular o volume e a pressão 
sanguínea, bem como o equilíbrio osmótico e o pH. 52 O magnésio (Mg) e o cálcio (Ca) 
são ambos metais essenciais para o organismo, desempenhando determinadas tarefas 
em processos celulares. O magnésio funciona como centro activo de determinadas 
enzimas, enquanto os sais de cálcio desempenham um papel estrutural nos ossos.52 
 
Os metais alcalinos possuem vários compostos de coordenação, que 
frequentemente transcende até a dos metais de transição. No entanto a ligação formada 
com estes metais é predominantemente iónica. A reactividade dos metais alcalinos está 
intimamente ligada à facilidade de doar o electrão de valência juntamente com o facto 




estado de oxidação nunca exceder o +1. 50 Assim seria de esperar que os complexos 
formados pelos metais alcalino-terrosos se afastassem mais da ligação iónica simples, 
comparativamente aos metais alcalinos.50 Sais de estequiometria MX3 não se formam, 
devido às energias de ionização envolvidas serem extremamente elevadas. Estes sais 
envolveriam muito mais energia do que poderiam recuperar com uma ligação 
adicional, mesmo que essa ligação fosse predominantemente covalente. A inexistência 
da espécie MX, por sua vez, está relacionada com a elevada entalpia de formação dos 
compostos convencionais MX2.50 
O reconhecimento de metais duros, tais como os metais alcalinos ou alcalino-
terrosos é tipicamente realizado utilizando éteres coroa, uma vez que todos os metais 
deste grupo possuem elevada afinidade para o oxigénio. 10,51 Porém existe uma fraca 
tendência a formar complexos com aminas. 50  
 
Figura 10 - Sistemas de aza-coroa que são imobilizados num substrato de fibra de amino-celulose, para 




Tal facto pode ser explicado recorrendo à teoria introduzida por R. G. Pearson, onde 
classificou os ácidos e bases como “duros” e “macios”, afirmando que “ácidos duros 
preferem coordenar com bases duras e ácidos macios com bases macias”. 53,54  
Deste modo, com base na tabela 1 é possível prever com que tipo de grupos funcionais 
os metais seleccionados possuirão uma maior afinidade, permitindo deste modo a 
construção de moléculas altamente selectivas para um determinado metal em estudo. 
Tabela 1 - Classificação de ácidos e bases de Lewis. 53 

























H-, R-, CN-, CO, I-, 
SCN-, R3P, C6H5, R2S 
I.6.2. Metais de transição e pós-transição  
Os metais de transição e pós-transição estão presentes em pequenas quantidades na 
natureza, mas ainda assim desempenham papéis fundamentais no organismo, como no 
caso do crómio (III), do níquel (II) e do cobre (II). No entanto, concentrações anormais 
destes metais podem desencadear determinadas patologias. 
O cobre (II) é um dos metais de transição mais estudados. Alterações na sua 
concentração podem desencadear Alzheimer, Parkinson e Wilson. 48,55. Existem metais 
que podem ser tóxicos para o organismo, como o caso do cádmio (II). A toxicidade 
deste metal provém da sua capacidade de formar complexos com aminoácidos e 
péptidos, bem como da sua competição com outros metais divalentes in vivo. O cádmio 
coordena preferencialmente com grupos que contenham átomos de enxofre. 56 
Por outro lado alguns dos metais importantes para o sistema biológico, podem ao 
mesmo tempo ser nocivos para o ambiente, como o caso do crómio (III) e o níquel (II). 




O chumbo (II) está presente em várias aplicações, no entanto a evidência da sua 
toxicidade bem como as advertências para a saúde, levou à abolição dessas 
aplicações.58,59 O mercúrio (II) é um metal extremamente tóxico. Este metal ao entrar no 
corpo actua como uma neurotoxina, prejudicando o cérebro e atingindo o sistema 
nervoso. 11 
 
 Para detectar metais de transição e pós-transição é possível adoptar várias 
estratégias para o seu reconhecimento selectivo. Os sensores de mercúrio (II) são 
essencialmente tioéteres coroa, nanopartículas funcionalizadas com ligandos tiol e 
carbohidrazona. Normalmente contêm grupos tiol devido à sua elevada afinidade para 
Hg2+.11 Wei Shen e colaboradores sintetizaram um derivado de fluoresceína para 
detectar Hg2+ e Ag+ (figura 11- A). 11 As estratégias recorrentes para a detecção de 
cobalto (II) centram-se essencialmente na utilização de nanopartículas metálicas, 
grupos cumarina (figura 11 - B) ou ligandos baseados em tiazole. 60 
 
Figura 11 – (A) Derivado de fluoresceína para detectar Hg2+ e Ag+.11, (B) Derivado de rodamina-B que 
detecta Cu2+.61, (C) Derivado de cumarina para detecção de cobalto (II).60 
As cores originadas pelos complexos formados com estes metais são uma 
característica das espécies com configuração electrónica no estado fundamental, sem 
que esta corresponda a d0 e d10. 62 Por exemplo, o complexo de crómio [Cr(H2O)6]2+ é 




complexo é rosa. Este tipo de complexos apresenta coloração devido às transições d-d. 
Por outro lado, sais de escândio (III) (d0) ou de zinco (II) (d10) são incolores.62 As cores 
pálidas dos complexos formados indicam que a probabilidade da transição ocorrer é 
baixa. Por outro lado, a cor intensa de espécies como o permanganato [MnO4]-, 
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II. CV-B6 
No segundo capítulo da presente dissertação foi testada a capacidade sensorial do 
derivado de violeta de cresil contendo a unidade de vitamina B6 (CV-B6), com iões 
metálicos, aniões e moléculas biológicas. Foram realizados testes em função do pH e 
estudado o efeito solvatocrómico do derivado para os solventes seleccionados. 
 
Palavras-chave: CV-B6, iões metálicos, aniões, pH, proteínas, aminoácidos. 
 
A caracterização fotofísica do derivado CV-B6 foi realizada em etanol com concentração 
de 1x10-5 M. O máximo de absorção do derivado CV-B6 em etanol centra-se a 594 nm e 
o máximo de emissão a 621 nm (tabela 2). As bandas observadas em ambos os 
espectros devem-se ao cromóforo utilizado (violeta de cresil - CV), correspondendo a 





Figura 12- Espectro de absorção e de emissão de fluorescência do CV-B6 em etanol (λexc. = 594 nm). [CV-B6] 
=1x10-5M, T=298K. 
Tabela 2 - Caracterização fotofísica do derivado CV-B6 em etanol. 
 Absorção Emissão 
 λmáx. (nm) ε (cm-1/M) Desvio de Stokes (nm) λemiss. (nm) Ф 
CV 601 83000 22 623 0.54 





O rendimento quântico de fluorescência foi calculado com base no método 
comparativo de Williams e colaboradores 63, envolvendo a utilização de amostras 
padrão bem caracterizadas com valor de rendimento quântico (ФF) conhecido. No 
presente estudo, o padrão utilizado foi o violeta de cresil que possui um rendimento 
quântico conhecido de 0.54 em etanol 64 (tabela 2). 
Por sua vez o rendimento quântico de fluorescência para o derivado CV-B6 foi 
calculado recorrendo à equação 2. 










Equação 2 - Rendimento quântico relativo.64 
Como é possível verificar, o rendimento quântico calculado para o derivado CV-B6 é 
superior ao seu padrão, violeta de cresil, podendo ser explicado com base na estrutura 
de ambas as moléculas (figura 13). O rendimento quântico de fluorescência é superior 
para o derivado CV-B6, por possivelmente possuir uma estrutura mais planar, devido à 
adição da vitamina B6 ao grupo amina do violeta de cresil. O aumento da planaridade 
confere um aumento do rendimento quântico de fluorescência. A inserção da vitamina 
B6, para além de aumentar o rendimento quântico de fluorescência, diminui o efeito de 
PET devido à substituição da amina por uma imina. 
 





II.1. Estudo de Solvatocromismo 
Os espectros de absorção e emissão de fluorescência foram obtidos em diferentes 
solventes, nomeadamente, acetonitrilo, etanol, água, metanol e dimetilsulfoxido (figura 
15). Estes solventes apresentam constantes dieléctricas () que variam desde 30 a 80 
(tabela 13) . 
O derivado CV-B6 apresenta diversos tons variando entre o rosa e o púrpura, sendo 
insolúvel em clorofórmio e muito pouco solúvel em diclorometano (figura 14). 
 
 
Figura 14 - Imagens do derivado CV-B6 a olho nu (L) e sob irradiação de uma lâmpada ultra-violeta (L*) 
(λexc. = 365 nm) em CH3CN (1), EtOH (2), H2O (3), MeOH (4), DMSO (5), CH2Cl2(6), CHCl3 (7), [CV-B6] 
=1x10-3M, T=298K.  
Na tabela 3 apresentam-se os valores experimentais dos máximos de absorção e de 
emissão nos diferentes solventes estudados, assim como os valores obtidos para o 
rendimento quântico de fluorescência.  
Tabela 3 – Comprimentos de onda de excitação e emissão, νexperimental e rendimento quântico nos 
solventes estudados. 
Solvente abs (nm) abs (cm-1) emis (nm) emis (cm-1)  
Acetonitrilo 587 17036 618 16181 0.98 
Etanol 594 16835 621 16103 0.70 
Água 585 17094 624 16026 0.54 
Metanol 594 16835 619 16155 0.55 
Dimetilsulfóxido 607 16474 635 15748 0.58 
 
O rendimento quântico de fluorescência é maior para solventes apolares. Este 
fenómeno é directamente influenciado pelas interacções não-radiativas, que são mais 
prováveis em solventes polares. 43 






O estudo de solvatocromismo foi realizado em sete solventes diferentes, como 
mencionado anteriormente, verificando-se que o derivado CV-B6 é insolúvel em 
clorofórmio e muito pouco solúvel em diclorometano. Deste modo o presente estudo 
foi realizado apenas nos solventes mencionados na tabela 3. Assim, será de esperar que 
quanto maior for o carácter polar do solvente, ou seja, quanto maior for o seu momento 
dipolar e a sua constante dieléctrica, menor será o rendimento quântico.  
Dividindo os cinco solventes em dois grupos, solventes próticos e solventes apróticos 
(tabela 4), é possível verificar que o solvente aprótico, acetonitrilo, possui maior 
rendimento quântico de fluorescência. 
Por sua vez, ao analisar o grupo de solventes próticos é possível verificar que à medida 
que o momento dipolar e a constante dieléctrica aumentam, o rendimento quântico 
diminui. 
 
Tabela 4 – Momentos dipolares e constante dieléctrica dos solventes estudados, obtidos através 
da Sigma-Aldrich, e respectivo rendimento quântico de fluorescência obtido nos vários 
solventes para o derivado CV-B6.  
 
Solvente Momento dipolar (D) Constante dieléctrica  
Apróticos 
Dimetilsulfóxido 3.96 47.2 0.58 
Acetonitrilo 3.92 36.6 0.98 
Próticos 
Água 1.82 80 0.54 
Metanol 1.70 33 0.55 
Etanol 1.69 30 0.70 
 
Analisando os espectros de absorção e emissão obtidos (ver figura 15) é possível 
verificar a variação das bandas de absorção e emissão consoante o solvente em estudo, 
variando desde 594 nm (Abs) e 620 nm (Emiss), em metanol (1.70D), a 610 nm (Abs) e 
635 nm (Emiss) em DMSO (3.96D). Deste modo, verifica-se que este composto, CV-B6 






Figura 15 – Espectros de absorção (A) e emissão de fluorescência (B) do derivado CV-B6 em vários 
solventes. (λexc CH3CN = 587 nm, λexc  EtOH = 594 nm, λexc  H2O = 585 nm, λexc MeOH = 594 nm, λexc  
DMSO= 607 nm). [CV-B6] =1x10-5M, T=298K. 
O ajuste multiparamétrico das energias de absorção e de emissão observadas foi 
efectuado como base na equação de Kamlet-Taft, onde uma regressão linear de 
υexperimental versus υcalculado foi realizada (figura 16), assim como os parâmetros ajustados 
(υ0, a, b, e p), o declive e os coeficientes de correlação.  
 
Figura 16 - Gráfico νexperimental vs. νcalculado para os dados relativos à absorção (A) e emissão (B) do derivado 
CV-B6 nos solventes seleccionados. 
O valor de p (tabela 5) indica que a contribuição da dipolaridade/polarizabilidade 
diminui a estabilização do estado excitado, uma vez que apresenta um valor de p 
negativo. Através da análise dos valores obtidos tanto para a absorção como para a 
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comparativamente ao estado excitado, uma vez que o valor de p para os dados de 
absorção é menos negativo.  
Relativamente ao coeficiente de a, verifica-se elevada estabilização do estado 
fundamental que poderá estar relacionado com a capacidade dos solventes utilizados 
serem, maioritariamente, doadores de protão.  
Tabela 5- Valores de ν0, a, b e p, em cm-1, bem como os valores do declive e dos coeficientes de correlação 
obtidos. 
 Composto ν0 a b p Declive R2 
Abs. 
CV-B6 
17699 84 -907 -532 1 0,99 
Emiss. 16919 16 -534 -767 1 0,99 
 
II.2. Interacções com metais e aniões  
A capacidade sensorial do derivado CV-B6 foi testada com metais e aniões numa placa 
de 96 poços, em água. Os espectros de absorção e de emissão foram obtidos utilizando 
o CLARIOstar, onde não foi verificada nenhuma alteração espectral. 
A incapacidade de coordenação deste derivado CV-B6 para iões metálicos ou aniões 
pode ser explicada com base na estrutura molecular do mesmo (figura 17 - B). 
Analisando a estrutura é possível verificar a ausência de um local que permita a 
ocorrência de coordenação. O grupo fosfato interage com a imina através de uma ponte 
de hidrogénio, impedindo a coordenação. O grupo hidroxilo, da piridina, poderia 
constituir um óptimo local de coordenação em conjunto com a imina. No entanto tal 
não se verificou, podendo ser explicado devido à ausência de um grupo doador no 
cromóforo para coordenação (figura 17 – B),comparativamente à molécula sintetizada 
por Sharma D. e colaboradores (figura 17 - A) que possui um tiol meta à imina, 






Figura 17 – Modo de reconhecimento de aniões proposto para o quimiosensor L (A). 65 Possível local de 
reconhecimento para iões metálicos e aniões do derivado CV-B6 (B). 
A coordenação de iões metálicos e aniões pode ser dificultada pela presença de um 
solvente prótico, como a água. Em solventes próticos os protões podem competir com o 












Posteriormente foi estudado o comportamento do derivado CV-B6 relativamente ao 
pH. Este estudo foi realizado em água e em tampão universal (figura 18). 
 
Figura 18 – Espectros de absorção e emissão do derivado CV-B6 em função do pH, em água (A e B) e 
tampão universal (C e D). [CV-B6] =1x10-5M, T=298K. 
Analisando os espectros de absorção (figura 18 – A e C) é possível verificar que a 
existência de três bandas 293 nm, 386 nm e 585 nm. A pH 2 verifica-se a presença de 
uma banda intensa centrada a 293 nm. Esta banda corresponde à vitamina B6, mais 
especificamente à estrutura A (figura 19 - A).66 
A pH entre 6 e 8 a vitamina B6 encontra-se na sua forma isoelectrónica (Figura 19 – B e 
C). A esta gama de pH verifica-se a presença de duas bandas com intensidade 
aproximadamente igual a 293 nm e a 386 nm. Em que se verifica que a banda 293 nm 
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As bandas correspondem às estruturas B e C da figura 19. A elevada estabilidade da 
estrutura B, a este pH comparativamente a pH mais baixo, é atribuída ao aumento da 
ressonância. 66 
A pH alcalino verifica-se o aumento da intensidade da banda centrada a 386 nm, 
verificando-se o aumento de estabilidade da estrutura que pode ser explicada pelo 
aumento da ressonância (figura 19 – D), causada pela perda do protão da piridina.  
Relativamente à banda centrada a 585 nm pertence à unidade do cromóforo, violeta de 
cresil. Sendo possível verificar a diminuição da intensidade da banda com o aumento 
do pH (figura 18). 
 
 
Figura 19 - Estruturas químicas do derivado CV-B6 consoante o pH, adaptação da referência 66. 
Analisando os espectros de emissão (figura 18 – B e D) é possível verificar uma banda 
centrada a 621 nm, em que se verifica a supressão da emissão de fluorescência com o 
aumento do pH.  
Comparando os espectros obtidos em tampão universal com os espectros obtidos em 
água, não se verificam quaisquer alterações espectrais induzidas pela solução tampão 
utilizada. O estudo em função do pH foi importante para compreender o 
comportamento deste derivado, permitindo a escolha de uma gama de pH óptimo.  





II.3. Interacção com moléculas biológicas 
II.3.1. Proteínas 
Posteriormente foi testada a capacidade sensorial do derivado CV-B6 para cinco 
proteínas distintas.  
 
Figura 20 – Em cima: Espectro de absorção (A) e emissão (B) da titulação com ovalbumina em água a pH 8 
(λexc.= 585nm). Em baixo: Espectros de absorção (C) e emissão (D) da titulação com lisozima em água a pH 
8 (λexc.= 585 nm). [CV-B6] =1x10-5M, T=298K. 
Inicialmente o estudo foi realizado em H2O Milli-Q a pH 8, sendo adquiridos os 
espectros representados na figura 20 para a ovalbumina (figura 20 – A e B) e para a 
lisozima (figura 20 – C e D). Os espectros obtidos para as restantes proteínas 
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Analisando os espectros mencionados anteriormente verifica-se que a banda de 
absorção centrada a 585 nm diminui a sua intensidade com o aumento da concentração 
de ovalbumina, bem como a banda de emissão centrada a 621 nm.  
Posteriormente o estudo foi realizado a pH 6 em tampão universal (figura 21). 
 
Figura 21 - Em cima: Espectro de absorção (A) e emissão (B) da titulação com ovalbumina em tampão 
universal a pH 6 (λexc.= 585 nm). Em baixo: Espectros de absorção (C) e emissão (D) da titulação com 
lisozima em tampão universal a pH 6 (λexc.= 585 nm). [CV-B6] =1x10-5M, T=298K. 
Através dos espectros da figura 21 é possível verificar que não ocorre interacção entre o 
CV-B6 e as proteínas estudadas a pH 6 em tampão universal. 
Na figura 22 encontram-se representados, recorrendo a um gráfico de barras, o último 
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Figura 22 – Interacção entre as proteínas seleccionadas e o CV-B6. Esquerda: Gráfico de barras do último 
ponto do espectro de emissão adquirido. Direita: tabela com a devida correspondência das proteínas, o seu 
ponto isoeléctrico e carga formal aquando do estudo realizado. 18,67,68  
Deste modo, analisando o gráfico presente na figura 22 e tendo em consideração o pI 
de cada proteína é possível verificar que o CV-B6 interage apenas com as proteínas que 
possuem carga formal negativa, verificando-se a supressão da emissão de 
fluorescência. De realçar que o derivado possui maior afinidade para a ovalbumina, 
comparativamente às demais proteínas (espectros em anexo). Para as proteínas com 
carga formal positiva não se verifica qualquer alteração espectral, não havendo 
qualquer interacção entre estas e o derivado CV-B6. 
A ausência de interacção a pH 6 pode ser explicada através do ponto isoeléctrico das 
proteínas estudadas. A ovalbumina, α-lactoalbumina, albumina de bovino e β-
lactoglobulina possuem ponto isoeléctrico de aproximadamente 5, deste modo, 
aquando do estudo a pH 6 todas deveriam possuir carga formal zero, uma vez que o 
pH é extremamente próximo do seu ponto isoeléctrico. Deste modo não seria possível a 
existência de qualquer interacção por carga (interacção electrostática) entre as proteínas 
e o CV-B6, como verificado através dos resultados obtidos. 
 Tratando-se de interacções por carga e sabendo que o CV-B6 apenas interage 
com proteínas que apresentam carga formal negativa, é imprescindível compreender 
qual o grupo da molécula responsável por essa interacção. 
Na figura 23 encontram-se esquematizados os pKa’s de cada posição provável para a 
interacção com as proteínas. Os pKa’s foram calculados recorrendo a um programa 
gratuito online [epoch.uky.edu/ace/public/pKa.jsp].  
   Carga formal 
 Proteína pI pH 8 pH 6 
A Ovalbumina 4.6 - - 
B α-lactoalbumina 5.1 - - 
C Albumina de bovino 4.9 - - 
D β-lactoglobulina 5.3 - - 
E Lisozima 11.35 + + 
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Figura 23 - Estrutura do derivado CV-B6 e respectivos pKa's dos locais prováveis responsáveis pela 
interacção com as proteínas. 
Deste modo o local responsável pelo reconhecimento deverá ser um local carregado 
positivamente, verificando-se que o único grupo carregado positivamente, a pH 8, será 
imina da posição 1. A pH superior a 10.8 esta imina perde o seu portão, verificando-se 












II.3.2. Aminoácidos  
Com intuito de aprofundar a razão pela qual determinadas proteínas possuem maior 
interacção com o CV-B6, comparativamente às demais, foi realizado o estudo com 
aminoácidos. Sendo os aminoácidos monómeros das proteínas, realizaram-se titulações 
espectrofotométricas e espectrofluorimétricas de modo a compreender qual o tipo de 
aminoácidos com maior afinidade com o derivado CV-B6. Deste modo foi realizado o 
estudo dos aminoácidos em água a pH 8 (figura 24). 
 
Figura 24 - Em cima: Espectro de absorção (A) e emissão (B) da titulação com lisina em água a pH 8 (λexc.= 
585nm). Em baixo: Espectros de absorção (C) e emissão (D) da titulação com triptofano em água a pH 8 
(λexc.= 585 nm). [CV-B6] =1x10-5M, T=298K. 
O estudo a pH 8 em água foi realizado utilizando os aminoácidos presentes na tabela 6. 
Na figura 24 (A e B) encontram-se os espectros de absorção e emissão do estudo 
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intensidade da banda a 585 nm, bem como a supressão da emissão de fluorescência 
através do espectro de emissão (figura 24 – B). 
No caso do triptofano (figura 24 – C e D) a interacção observada não é tão forte 
comparativamente à lisina (figura 24 – A e B), sendo observada uma ligeira supressão 
de emissão de fluorescência. No entanto, para o estudo realizado com a leucina é 
observado o aumento da banda de absorção bem como o aumento da emissão de 
fluorescência (ver figura 25). Para os restantes aminoácidos não foi verificada qualquer 
alteração espectral. 
 








Figura 25 - Espectro de absorção (A) e emissão (B) da titulação com leucina em água a pH 8 (λexc.= 585nm). 
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Posteriormente foi realizado o estudo em tampão universal a pH 6 apenas com os 
aminoácidos que interagiram com o CV-B6, nomeadamente lisina, leucina e triptofano. 
 
Figura 26 - Em cima: Espectro de absorção (A) e emissão (B) da titulação com lisina em tampão universal a 
pH 6 (λexc.= 585nm). Em baixo: Espectros de absorção (C) e emissão (D) da titulação com triptofano em 
tampão universal a pH 6 (λexc.= 585 nm). [CV-B6] =1x10-5M, T=298K. 
A pH 6 é possível verificar, através dos espectros presentes na figura 26, que nenhum 
dos aminoácidos interage com o CV-B6 sob estas condições. A ausência de interacção 
está relacionada com a carga formal dos aminoácidos. A pH 6, o triptofano e a leucina 
apresentam carga formal zero. Por outro lado a lisina a pH 6 continua igualmente 
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Figura 27 – Estrutura do derivado CV-B6 e respectivos locais de interacção com os aminoácidos com carga 
formal positiva (verde) e com carga formal negativa (rosa).  
 
Com auxílio da figura 27 é possível visualizar os locais de interacção com aminoácidos 
com carga formal negativa, a rosa, e com carga formal positiva, a verde. O grupo 
hidroxilo é desprotonado a pH 8, possibilitando a interacção com a lisina. No entanto a 
pH 6 o protão ainda se encontra ligado ao oxigénio, impossibilitando a interacção por 
carga. 
Posteriormente foi realizado o estudo em etanol utilizando um aminoácido de cada 
grupo estudado, nomeadamente histidina (aminoácido básico), triptofano (aminoácido 
não-polar) e glutamina (aminoácido polar).  
 
Figura 28 – Espectros de absorção (A) e emissão (B) da titulação com triptofano em etanol (λexc.= 594 nm). 
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Nos espectros presentes na figura 24 é possível verificar que não houve interacção 
entre o triptofano e o CV-B6, verificando-se que em meio orgânico não há interacção 
entre os aminoácidos e o derivado. 
O mesmo foi verificado para a histidina e para a glutamina (espectros em anexo). 
Seguidamente foi verificado quais os aminoácidos maioritários presentes em cada 
proteína estudada com o auxílio da literatura (tabela 7). 
Tabela 7 – Tabela com proteínas estudadas e respectivos aminoácidos maioritários segundo as referências. 
21,24–26 
Proteína Aminoácidos 
Ovalbumina Cisteína, Valina, Arginina 
α-lactoalbumina Triptofano, lisina, cisteína, histidina, glutamina 
Albumina de bovino Triptofano 
β-lactoglobulina Fenilalanina, alanina, leucina, lisina 
Lisozima Triptofano 
Anidrase Carbónica Histidina, glutamina 
 
A ovalbumina é a proteína que apresenta maior interacção. Esta proteína possui um 
aminoácido carregado, a arginina, no seu centro reactivo. A arginina é um aminoácido 
básico que a pH 8 apresenta carga formal positiva. Seguidamente as proteínas que 
interagem com o derivado são a α-lactoalbumina, β-lactoglobulina e albumina de 
bovino. Em todas as proteínas em que foi observada interacção com o CV-B6, verifica-
se a presença de pelo menos um aminoácido para o qual também foi verificada 
interacção com o derivado.  
Deste modo, analisando a figura 22, é possível visualizar que a α-lactoalbumina e β-
lactoglobulina são as que apresentam maior interacção comparativamente à albumina. 
A α-lactoalbumina e β-lactoglobulina possuem a lisina como sendo um dos 





















O terceiro capítulo da presente dissertação é dedicado ao derivado CV-His em que foi 
realizada a sua síntese e caracterização. Posteriormente foi testada a sua capacidade 
sensorial para iões metálicos e estudado em função da protonação/desprotonação do 
derivado. De igual modo foi também realizado o estudo de solvatocromismo em vários 
solventes. 
 
Palavras-chave: CV-His, solvatocromismo, rendimento quântico de fluorescência, 
coordenação, metais. 
 
O composto CV-His foi sintetizado em acetonitrilo, pela adição do composto CV-Cl e 
do cloridrato de histidina, onde foi previamente neutralizado à temperatura ambiente. 
O procedimento pormenorizado encontra-se na parte experimental desta tese. Deste 
modo, o composto final CV-His foi obtido com um rendimento de 53%. Posteriormente 
o composto foi caracterizado por RMN, análise elementar, absorção e emissão de 
fluorescência.  
Através dos resultados obtidos por análise elementar, verifica-se que estes coincidem 
com os valores teóricos determinados, confirmado a fórmula química postulada. Do 
mesmo modo, o espectro de RMN confirma a presença do H (4.2 ppm) e do NH (5.7 
ppm) da histidina, verificando-se a ligação do aminoácido ao cromóforo. A 
caracterização fotofísica do derivado CV-His foi realizada em etanol com concentração 
de 5x10-5 M. O máximo de absorção do derivado CV-His em etanol corresponde a 601 
nm e o máximo de emissão a 622 nm (tabela 8). As bandas observadas em ambos os 
espectros devem-se ao cromóforo utilizado, correspondendo a transições π-π* 





Figura 29 - Espectro de absorção e de emissão de fluorescência do CV-His em etanol (λexc. = 601 nm). [CV-
His] =5x10-5M, T=298K. 
Tabela 8 - Caracterização fotofísica do derivado CV-His em etanol. 
 Absorção Emissão 
 λexc. (nm) ε (cm-1/M) Desvio de Stokes (nm) λemiss. (nm) Ф 
CV 601 83000 22 623 0.54 
CV-His 601 2712 21 622 0.28 
 
O rendimento quântico de fluorescência foi calculado com base no método 
comparativo de Williams e colaboradores 63, envolvendo a utilização de amostras 
padrão bem caracterizadas com valor de rendimento quântico (ФF) conhecido. No 
presente estudo, o padrão utilizado foi o violeta de cresil que possui um rendimento 
quântico conhecido de 0.54 em etanol (tabela 8). 
Por sua vez o rendimento quântico de fluorescência para o derivado CV-His foi 
calculado recorrendo à equação 3. 










Equação 3 - Rendimento quântico relativo.64 
Como é possível verificar, o rendimento quântico calculado para o derivado CV-His é 















300 400 500 600 700 800
Abs.
Emiss.
A (u.a.) I 
norm.
 (u.a.)




das moléculas (figura 30). A estrutura do derivado CV-His é menos plana 
comparativamente ao violeta de cresil, devido à adição do espaçador e da histidina. 
Este derivado não é tão emissivo como o derivado anterior, CV-B6, não só devido ao 
aumento da liberdade rotacional conferido pela adição de um espaçador ao cromóforo, 
mas também pela presença de um anel imidazol, sendo supressor de fluorescência. 
 
 
Figura 30 - Estrutura química do violeta de cresil e do seu derivado com Histidina (CV-His). 
III.1. Estudo de Solvatocromismo 
Os espectros de absorção e emissão de fluorescência foram obtidos em diferentes 
solventes, nomeadamente, acetonitrilo, etanol, água, metanol e dimetilsulfoxido (figura 
31). Estes solventes apresentam constantes dieléctricas () que variam desde 30 a 80 
(tabela 13) . 
O derivado CV-His apresenta diversos tons variando entre o rosa, púrpura e 
acastanhado. É insolúvel em diclorometano e muito pouco solúvel em clorofórmio 
(figura 31). 
 
Figura 31 - Imagens do derivado CV-His a olho nu (L) e sob irradiação de uma lâmpada ultra-violeta (L*) 
(λexc. = 365 nm) em CH3CN (1), EtOH (2), H2O (3), MeOH (4), DMSO (5), CH2Cl2(6), CHCl3 (7), [CV-His] 
=1x10-3M, T=298K.  
Na tabela 9 apresentam-se os valores experimentais dos máximos de absorção e de 
emissão nos diferentes solventes estudados, assim como os valores obtidos para o 




Tabela 9 – Comprimentos de onda de excitação e emissão, νexperimental e rendimento quântico nos 
solventes estudados. 
Solvente abs (nm) abs (cm-1) emis (nm) emis (cm-1)  
Acetonitrilo 587 17035 615 16260 0.38 
Etanol 601 16638 622 16077 0.28 
Água 584 17123 624 16026 0.19 
Metanol 593 16863 620 16129 0.29 
Dimetilsulfóxido 605 16528 637 15699 0.31 
 
Através dos dados obtidos (tabelas 9 e 10) é possível verificar que o rendimento 
quântico de fluorescência do derivado CV-His é menor para solventes próticos. Os 
solventes próticos diminuem o rendimento quântico, verificando-se que à medida que 
a constante dieléctrica aumenta, o rendimento quântico diminui.   
 
Tabela 10 – Momentos dipolares e constante dieléctrica dos solventes estudados, obtidos através 
da Sigma-Aldrich [www.sigmaaldrich.com/chemistry/solventes], e respectivo rendimento quântico 
de fluorescência obtido nos vários solventes para o derivado CV-His. 
 
Solvente Momento dipolar (D) Constante dieléctrica  
Apróticos 
Dimetilsulfóxido 3.96 47.2 0.31 
Acetonitrilo 3.92 36.6 0.38 
Próticos 
Água 1.82 80 0.19 
Metanol 1.70 33 0.29 
Etanol 1.69 30 0.28 
 
Analisando os espectros de absorção e emissão obtidos é possível verificar a variação 
das bandas de absorção e emissão consoante o solvente em estudo, variando desde 593 
nm (Abs) e 620 nm (Emiss), em metanol (1.70D), a 605 nm (Abs) e 637 nm (Emiss) em 
DMSO (3.96D). Deste modo é possível visualizar o comportamento batocrómico do 





Figura 32 – Espectros de absorção (A) e emissão de fluorescência (B) do derivado CV-His em vários 
solventes. (λexc CH3CN = 587 nm, λexc  EtOH = 601 nm, λexc  H2O = 584 nm, λexc MeOH = 593 nm, λexc  
DMSO= 605 nm). [CV-His] =5x10-5M, T=298K. 
O ajuste multiparamétrico das energias de absorção e de emissão observadas foi 
efectuado como base na equação de Kamlet-Taft, onde uma regressão linear de 
υexperimental versus υcalculado foi realizada (figura 33), assim como os parâmetros ajustados 
(υ0, a, b, e p), o declive e os coeficientes de correlação.  
   
Figura 33 - Gráfico νexperimental vs. νcalculado para os dados relativos à absorção (A) e emissão (B) do derivado 
CV-His nos solventes seleccionados. 
O valor de p (tabela 11) indica que a contribuição da dipolaridade/polarizabilidade 
diminui a estabilização do estado excitado, uma vez que apresenta um valor de p 
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emissão, é possível verificar que o estado fundamental é mais estável 
comparativamente ao estado excitado, uma vez que o valor de p para os dados de 
absorção é menos negativo. Relativamente ao coeficiente de a, verifica-se elevada 
estabilização do estado fundamental que poderá estar relacionado com a capacidade 
dos solventes utilizados serem, maioritariamente, doadores de protão. Por sua vez, 
verifica-se a elevada instabilidade do estado excitado, apresentando valores de a 
negativos. 
Tabela 11- Valores de ν0, a, b e p, em cm-1, bem como os valores do declive e dos coeficientes de correlação 
obtidos. 
 Composto ν0 a b p Declive R2 
Abs. 
CV-His 
17562 38 -956 -313 1 0,96 
Emiss. 17198 -48 -758 -925 1 0,99 
 
III.2. Interacções com metais  
A capacidade sensorial do derivado CV-His foi testada com metais em etanol e 
acetonitrilo. Os espectros de absorção e de emissão foram obtidos utilizando o 
espectrofotómetro Jasco V-650 e o espectrofluorimetro JobinFluoroMax 4 da Horiba 
Yvon. 
O estudo inicial consistiu na preparação de uma solução do derivado CV-His em 
etanol com posterior adição de quantidades crescentes de metais, nomeadamente 
níquel (II), cobre (II), cobalto (II), cádmio (II), potássio (I), mercúrio (II), chumbo (II), 
sódio (I), alumínio (II) e cálcio (II). No entanto não se verificou nenhuma interacção. Na 
figura 34 estão representadas as titulações espectrofotométricas e 













Figura 34 – Em cima: Espectro de absorção (A) e emissão (B) do estudo realizado com mercúrio (II) 
[Hg2+]=10-2M em etanol (λexc.= 601 nm). Em baixo: Espectros de absorção (C) e emissão (D) do estudo 
realizado com cobre (II) [Cu2+]=10-2M em etanol (λexc.= 601 nm). [CV-His] =1x10-4M, T=298K. 
Foi realizado o estudo em função do pH para observar o comportamento do CV-His e 
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Figura 35 – Em cima: Espectro de absorção (A) e emissão (B) da titulação do derivado CV-His em função o 
pH, em água (λexc.= 584 nm) [CV-His] = 5x10-5M. Em baixo: Espectros de absorção (C) e emissão (D) da 
titulação do derivado CV-His em função o pH, em tampão universal (λexc.= 584 nm). [CV-His] =1x10-5M, 
T=298K. 
 
Através da análise dos espectros de absorção (figura 35 – A e C) é possível visualizar 
uma banda principal a 584 nm que diminui a sua intensidade com o aumento do pH. A 
partir de pH 10 é possível verificar o aparecimento de uma banda, menos intensa, a 480 
nm, referente à forma desprotonada (figura 37). Quanto aos espectros de emissão 
(figura 35 – B e D) é possível verificar a supressão da emissão de fluorescência com o 
aumento do pH. 
Comparando os espectros adquiridos em água e em tampão universal é possível 
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O mesmo comportamento de protonação e desprotonação foi estudado e observado em 
solventes orgânicos (figura 36). 
 
Figura 36 – Em cima: Espectro de absorção (A) e emissão (B) da titulação do derivado CV-His com ácido 
metanosulfónico [H+] = 10-2M (λexc.= 601 nm) em EtOH. Em baixo: Espectros de absorção (C) e emissão (D) 
da titulação do derivado CV-His com solução de hidroxitetrabutilamónio [OH-] = 10-2M (λexc.= 601 nm) em 
EtOH. [CV-His] = 5x10-5M, T=298K. 
 
O derivado CV-His foi inicialmente estudado em etanol e realizada uma titulação com 
ácido metanosulfónico (figura 36 – A e B), tendo-se verificado que não há nenhuma 
alteração espectral com adição de ácido à solução. Deste modo é possível concluir que 
o derivado CV-His está completamente protonado. Ao realizar o estudo em etanol com 
uma solução de hidroxido tetrabutilamónio, é possível visualizar a diminuição da 
banda principal centrada a 601 nm (figura 36 – C) e o aparecimento de uma nova 
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uma supressão da emissão de fluorescência com o aumento da quantidade de base em 
solução é verificada. Para além da diminuição da supressão de fluorescência também 
se observa a alteração de cor a olho nu (figura 37). 
 
 
Figura 37 - Imagens do derivado CV-His a olho nu, protonado (A) e desprotonado (B) e sob irradiação de 
uma lâmpada ultra-violeta (A*) e (B*), respectivamente em etanol. [CV-His] =5x10-3M, (λexc. lâmpada = 365 
nm) T=298K. 
Numa segunda abordagem este estudo foi repetido utilizando acetonitrilo por ser um 
solvente menos polar, comparativamente ao etanol e por ser um solvente aprótico, 







Figura 38 – Em cima: Espectro de absorção (A) e emissão (B) da titulação do derivado CV-His com ácido 
metanosulfónico [H+] = 10-2M (λexc.= 587 nm) em CH3CN. Em baixo: Espectros de absorção (C) e emissão 
(D) da titulação do derivado CV-His com solução de hidroxitetrabutilamónio [OH-] = 10-2M (λexc.= 587 nm) 
em CH3CN. [CV-His] = 5x10-5M, T=298K. 
 
Através da análise dos espectros presentes na figura 38 é possível visualizar um 
comportamento semelhante ao estudo anterior realizado em etanol. No entanto ao 
titular com ácido metanosulfónico observa-se o aumento da banda a 587 nm (figura 38 
– A) e o enriquecimento da emissão de fluorescência (figura 38 – B). Este resultado 
revela que quando se prepara uma solução de CV-His em acetonitrilo, o solvente não 
protona completamente o derivado, comparativamente ao observado em etanol. No 
entanto é possível compreender que embora não esteja completamente protonado, 
também não está totalmente desprotonado uma vez que não é possível visualizar a 
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hidróxido de tetrabutilamónio em acetonitrilo (figura 38 – C e D). É possível visualizar 
através do espectro de absorção a diminuição da banda a 587 nm e o aumento da 
banda a 464 nm correspondendo a forma aniónica (figura 38 – C). Observando o 
espectro de emissão (figura 38 – D) verifica-se a supressão da emissão de fluorescência 
à medida que a concentração de base aumenta na solução medida. 
III.2.1. Procedimento 2 
Inicialmente realizou-se um teste com alguns metais seleccionados para o estudo, 
nomeadamente níquel (II), cobre (II), cobalto (II), cádmio (II), potássio (I), mercúrio (II), 
chumbo (II), sódio (I), alumínio (III) e cálcio (II), de modo a testar a capacidade 
sensorial do derivado CV-His. Para tal foi importante utilizar o acetonitrilo como 
solvente de modo a reduzir a possível interferência de protões no meio e desprotonar 
completamente o ligando CV-His. 
Os gráficos presentes na figura 39 ilustram o primeiro ponto do estudo (0 equivalentes 
de metal adicionados) a rosa e a vermelho o ponto adquirido após a adição de 1 
equivalente de cada metal. 
 
 
Figura 39 - Estudo para testar a capacidade sensorial do derivado CV-His para os metais seleccionados em 
acetonitrilo. [Metal] = 10-2M, [CV-His] = 5x10-5M, λexc.= 587 nm, λemiss.= 615 nm T= 298K. 
O derivado CV-His apresenta uma tonalidade amarelo-alaranjado, observável a olho 
nu, quando está na sua forma aniónica, como referido anteriormente. Quando o 
derivado se encontra na sua forma aniónica não apresenta qualquer emissão de 




























nm). O estudo consistiu na adição quantidades crescentes de cada metal estudado (0, 1, 
8 e 21 equivalentes, respectivamente) ao ligando CV-His em acetonitrilo. Analisando os 
gráficos de barras (figura 39) é possível visualizar a adição de apenas 1 equivalente de 
todos os metais estudados, é verificada o aumento da emissão de fluorescência, à 
excepção do potássio e do sódio, em que não é verificada praticamente alteração. Além 
disso, verificou-se que para alguns metais, além de recuperarem a emissão, após a 
adição dos 21 equivalentes de metal, a emissão de fluorescência diminui novamente, 
indicando a formação de complexo, como o caso do cobre (figura 40). 
 
Figura 40 – Espectro de absorção (A) e emissão (B) do estudo realizado com cobre (II) [Cu2+] = 10-2M em 
CH3CN (λexc.= 587 nm). [CV-His] =5x10-5M, T=298K. 
Analisando os espectros de absorção e emissão adquiridos no estudo do cobre (II), 
presentes figura 40, e tendo em consideração que a linha a tracejado corresponde ao 
ponto inicial do estudo (0 equivalentes de metal), é possível verificar que após a 
primeira adição (1 equivalente de metal) ocorre o enriquecimento da emissão de 
fluorescência (figura 40 – B) e o aumento da banda a 601 nm (figura 40 – A). É ainda 
verificado a mudança de cor de amarelo-alaranjado (figura 37 – B) para rosa (figura 37 
– A). Após a adição de 21 equivalentes de cobre é possível verificar a supressão da 
emissão de fluorescência (figura 40 – B) e a diminuição da banda a 601 nm. Por sua vez 
no espectro de absorção observa-se a formação de uma nova banda a 
aproximadamente 762 nm, correspondente as bandas de transição d-d do cobre (figura 
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No caso dos restantes metais, como já foi referido anteriormente, foi verificado apenas 
o aumento da emissão de fluorescência, à semelhança do que acontece ao adicionar 
chumbo (figura 41 – D), acompanhado de aumento da banda a 601 nm (figura 41 – C), 
implicando assim a alteração da cor de amarelo-alaranjado para rosa. No entanto, para 
o potássio não se verificou o enriquecimento da emissão de fluorescência (figura 41 – 
B) nem alteração da cor a olho nu. Os espectros adquiridos para os restantes metais 
encontram-se no anexo da presente dissertação. 
 
Figura 41 – Em cima: Espectro de absorção (A) e emissão (B) do estudo realizado com potássio (I) [K+] = 10-
2 M em CH3CN (λexc.= 587 nm). Em baixo: Espectros de absorção (C) e emissão (D) do estudo realizado com 
chumbo (II) [Pb2+] = 10-2 M em CH3CN (λexc.= 587 nm). [CV-His] = 5x10-5M, T=298K. 
Posteriormente foram realizadas titulações com cobre (II), níquel (II), mercúrio (II), 
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CV-His, de modo a calcular as constantes de coordenação e compreender a afinidade 
de cada ião metálico com o ligando em estudo. 
 
Figura 42 - Em cima: Espectro de absorção (A) e emissão (B) da titulação com cobre (II) [Cu2+] =1x10-2M em 
CH3CN (λexc.= 587 nm). Em baixo: Espectros de absorção (C) e emissão (D) da titulação com cobalto (II) 
[Co2+] =1x10-2M em CH3CN (λexc.= 585 nm). [CV-His] =5x10-5M, T=298K. 
Ao realizar a titulação com cobre foi verificado o aumento da banda a 587 nm, 
acompanhado de mudança de cor, do amarelado para rosa, bem como o 
enriquecimento da emissão de fluorescência. É possível observar através do espectro 
de absorção (figura 42 – A) a formação de uma nova banda a 762 nm pertencente ao 
complexo formado entre o CV-His e o cobre. Por sua vez é possível verificar que há 
medida que a banda a 762 nm aumenta (figura 42 – A), observa-se uma alteração de 
cor-de-rosa para um tom azulado (figura 43) e a diminuição da emissão de 
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Figura 43 - Imagens do derivado CV-His (1) e do último ponto das titulações com cobalto (II) (2) e com 
cobre (II) (3) a olho nu (L) e sob irradiação de uma lâmpada ultra-violeta (L*) (λexc. = 365 nm) em CH3CN, 
[CV-His] =5x10-5M, T=298K.  
 
Figura 44 - Em cima: Espectro de absorção (A) e emissão (B) da titulação com mercúrio (II) [Hg2+] =1x10-2M 
em CH3CN (λexc.= 587 nm). Em baixo: Espectros de absorção (C) e emissão (D) da titulação com chumbo 
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Na titulação realizada utilizando mercúrio (II) inicialmente verificou-se o aumento da 
banda a 587 nm (figura 44 – A) e o aumento da emissão de fluorescência (figura 44 – B). 
Posteriormente foi verificada a diminuição da banda a 587 nm no espectro de absorção 
e o aparecimento de uma nova banda a 488 nm. Por se tratar de um átomo pesado foi 
verificada ainda a supressão total da fluorescência. Os espectros C e D da figura 44 
ilustram o comportamento observado aquando da titulação com chumbo (II), 
verificando-se apenas o bloqueio do sistema PET. Neste caso verifica-se apenas a 
diminuição da banda a 462 nm e o aumento da banda a 587 nm (figura 44 – C), com 
alteração da cor a olho nu. É verificada também o aumento da emissão de fluorescência 
(figura 44 – D). Em relação aos outros metais estudados, nomeadamente o níquel (II), 
cálcio (II) e cádmio (II), observa-se o mesmo comportamento do chumbo (II). Os 
espectros destes metais encontram-se no anexo da presente dissertação. 
Posteriormente foram calculadas as constantes de associação para os metais estudados 
com uma estequiometria 1:1 (tabela 12). 
Tabela 12 – Constantes de associação do composto CV-His com os metais Cu2+, Co2+, Ca2+, Ni2+, Pb2+,Cd2+ e 
Hg2+ em acetonitrilo. 
Composto Interacção (Metal/CV-His) 𝑙𝑜𝑔𝛽 (𝐴𝑏𝑠. ) 𝑙𝑜𝑔𝛽 (𝐸𝑚𝑖𝑠𝑠. ) 
 Cu2+ (1:1) 5.22 ± 0.03 5.68 ± 0.01 
 Co2+ (1:1) 5.8 ± 0.01 5.8 ± 0.01 
CV-His Ca2+ (1:1) 5.84 ± 0.01 5.88 ± 0.01 
 Ni2+ (1:1) 4.56 ± 0.01 4.64 ± 0.01 
 Pb2+ (1:1) 6.36 ± 0.02 6.94 ± 0.11 
 Cd2+ (1:1) 5.76 ± 0.01 5.74 ± 0.09 
 Hg2+ (1:1) 4.14 ± 0.02 4.04 ± 0.03 
 
Analisando as constantes de associação calculadas através do programa HypSpec72 
(tabela 12) é possível verificar que o chumbo (II) é o iao metálico que apresenta uma 
maior estabilidade e afinidade para o composto estudado.  
O derivado CV-His mostrou incapacidade no reconhecimento de iões metálicos 
alcalinos. A incapacidade de reconhecimento destes dois iões metálicos deve-se aos 




classificado como macio, segundo a teoria de Pearson, sendo incapazes de se ligar a 





















IV. Parte experimental  
IV.1. Reagentes 
Bissulfato de tetrabutilamónio, (C4H9)4N(HSO4), Sigma-aldrich, 97%, CAS 32503-27-8; 
Cianeto de tetrabutilamónio, (C4H9)4N(CN), Aldrich, 97%, CAS 358665-56; Nitrato de 
tetrabutilamónio, (C4H9)4N(NO3), Aldrich, 97%, CAS 1941-27-1; Cloreto de 
tetrabutilamónio, (C4H9)4NCl, Aldrich, 97%, CAS 1112-67-0; Iodeto de tetrabutilamónio, 
Aldrich, (C4H9)4N(I), 98%, CAS 311-28-4; Perclorato de tetrabutilamónio, 
(C4H9)4N(ClO4), Fluka, CAS 1923-70-2; Adenosina Trifosfato, C10H14N5Na2O13P3 ·Xh2O, 
Aldrich, CAS 213-074-6; Fenilalanina, C6H5CH2CH(NH2)COOH, Fluka, ≥99%, CAS 150-
30-1; L-Histidina, C6H9N3O2, Sigma-Aldrich, ≥99%, CAS 71-00-1; L-Cisteína, 
HSCH2CH(NH2)CO2H, Fluka, ≥99,5%, CAS 52-90-4; Triptofano, C11H12N2O2, Sigma-
Aldrich, CAS 73-22-3; L-Glutamina, H2NCOCH2CH2CH(NH2)CO2H, Sigma, CAS 56-85-
9; L-Lisina, H2N(CH2)4CH(NH2)CO2H, Aldrich, CAS 56-87-1; DL-Valina, 
(CH3)2CHCH(NH2)COOH, Aldrich, CAS 516-06-3; DL-Leucina, 
(CH3)2CHCH2CH(NH2)CO2H, Aldrich, CAS 328-39-2; DL-Tirosina, 4-
(HO)C6H4CH2CH(NH2)COOH, Aldrich, CAS 556-03-6; Tetrafluorborato de potássio (I), 
KBF4, Strem Chemicals, CAS 14075-53-7; Nitrato de mercúrio (II) monohidratado, 
Hg(NO3)2·H2O, Fluka, CAS 7783-34-8; Tetrafluorborato de cobalto (II) hexahidratado, 
Co(BF4)2·6H2O  , Aldrich, CAS 15684-35-2; Tetrafluorborato de cálcio (II), 
Ca(BF4)2·Xh2O, Aldrich, CAS 304851-97-6; nitrato de crómio (III) nonahidratado, 
Cr(NO3)39H2O, Sigma-Aldrich, CAS 7789-02-8; Tetrafluorborato de sódio (I), NaBF4, 
Strem-Chemicals, CAS 13755-29-8; Nitrato de alumínio (III), Al(NO3)3·9H2O, Alfa 
Aesar, CAS 7784-27-2; Trifluorometanossulfonato de cobre (II), Cu(TfO)2, Solchemar, 
CAS 34946-82-2; Trifluorometanossulfonato de cobalto (II), Co(TfO)2, Solchemar, CAS 
58164-61-7; Trifluorometanossulfonato de cumbo (II), Pb(TfO)2, Solchemar, CAS -; 
Trifluorometanossulfonato de cádmio (II), Cd(TfO)2, Solchemar, CAS 7440-43-9; 
Trifluorometanossulfonato de níquel (II), Ni(TfO)2, Solchemar, CAS 60871-84-3; 
solução de hidróxido de tetrabutilamónio, (CH3CH2CH2CH2)4N(OH), Sigma-Aldrich, 
CAS 2052-49-5; Ácido metanosulfúrico, CH3SO3H, Fluka, ≥98%, CAS 75-75-2; Ácido 




Ácido cítrico monohidratado, C6H8O7·H2O , Panreac, CAS 5949-29-1 ; Ácido bórico, 
H3BO3, Alfa-Aesar, 98%, CAS 10043-35-3; Hidróxido de Sódio, NaOH, Panreac, CAS 
1310-73-2; Ácido clorídrico, HCl, Sigma-Aldrich, ≥37%, CAS 7647-01-0; Cloreto de 
Sódio, NaCl, Pancreac, CAS 7647-14-5; Perclorato de violeta de Cresil, 
C16H11N3O•HclO4, Exciton, CAS 41830-80-2; Diclorometano, CH2Cl2, Sigma-Aldrich, 
CAS 75-09-2; Metanol, CH3OH, Carlo Erba,  CAS 67-56-1; Dimetilsulfóxido, (CH3)2SO, 
Carlo Erba, CAS 67-68-5 ; Clorofórmio, CHCL3, Merck, CAS 67-66-3; Acetonitrilo, 
CH3CN, Carlo Erba, CAS 75-05-8; Etanol, C2H5OH, Sigma-aldrich, CAS 64-17-5.  
IV.2. Aparelhos utilizados 
Equipamento Marca Modelo 
Espectrofotómetro Jasco V-650 
Espectrofotómetro Jasco V-630 
Espectrofluorimetro Horiba Yvon Jobin FluoroMax 4 
Medidor de pH pH SensION TM+ PH 31 
CLARIOstar BMG Labtech - 
 
IV.3.  Síntese de compostos orgânicos 
IV.3.1.  Derivado Violeta de Cresil com vitamina B6 (CV-B6) 
A síntese foi realizada de acordo com o descrito na referência 43. 
Dissolveram-se 49,4 mg de violeta de cresil em etanol absoluto. A esta solução 
adicionou-se 1 equivalente de trietilamina e manteve-se em agitação durante 30 
minutos. Posteriormente adicionou-se 205 mg de vitamina B6 e colocou-se em refluxo 
durante 4 horas. A solução resultante foi evaporada à pressão reduzida e purificada 
por precipitação com etanol frio e éter dietílico, obtendo-se o derivado do violeta de 





Figura 45 – Síntese do derivado do violeta de cresil, CV-B6. 
O composto CV-B6 foi caracterizado fisicamente pelos mesmos métodos e técnicas 
apresentadas na referência 43, onde como esperadoos resultados obtidos foram 
semelhantes.  
 
IV.3.2. Derivado Violeta de Cresil com Histidina (CV-His) 
IV.3.2.1. Síntese do composto HCl-Histidina-OCH3 
Num balão de 100 mL foram adicionados 30 mL de metanol seguido da adição 351 µL 
(4.83 mmol) de cloreto de tionilo. A adição foi efectuada em banho de gelo, onde ficou 
cerca de 30 minutos em agitação. Posteriormente foram adicionados 500 mg de L-
Histina (3.22 mmol) e a solução final foi submetida a refluxo durante 3 horas. De 
seguida, evaporou-se o solvente no evaporador rotativo, obtendo-se um óleo. 
Adicionou-se éter dietílico, levando à formação de um pó cristalino branco. O produto 
final levou-se à secura na linha de vácuo.  
 
H (DMSO, 400 MHz) ppm: 3.26-3.30 (m, 2H, -CH2 His), 3.70 (s, 3H, OCH3), 
4.31-4.35 (m, 1H, -H His), 4.43-4.48 (m, 1H, NH His), 7.49-7.52 (d, 1H, H5’), 
9.08 (s, 1H, H2’). 
IV.3.2.2. Síntese do composto violeta de cresil-Cl (CV-Cl) 
Num balão de 100 mL contendo 30 mL de diclorometano, foram adicionados 33 µL (0.4 
mmol) de cloreto de cloroacetil, num banho de gelo, seguida da adição de 50 mg de 
violeta de cresil. Após adição do violeta de cresil a mistura reaccional resultante era 




mmol) de trietilamina sob forte agitação. Verificou-se a solubilidade total dos 
compostos na mistura reaccional assim como uma mudança de cor para castanho.  
H (DMSO, 400 MHz) ppm: 5.3 (s, 2H, -CH2), 6.7 (s, 1H, H15), 6.9 (s, 1H, H19), 7.0 (d, 
1H, H3), 7.8 (m, 1H, H4), 7.9 (m, 2H, H10, H11), 8.0 (m, 1H,NH), 8.5 (d, 1H, H12), 8.8 
(d, 8 Hz, 1H, H9), 9.8 (s, NH2). 
IV.3.2.3. Síntese do composto violeta de cresil-His (CV-His) 
Num balão contendo 30 mL de acetonitrilo foram adicionados 100 mg do composto 
CV-Cl seguida da adição de 33 mg de histidina, 1 equivalente de trietilamina e 
carbonato de césio. A solução ficou em agitação durante 2 dias à temperatura 
ambiente. Filtrou-se a mistura reaccional e levou-se o filtrado à secura no rotavapor a 
pressão reduzida. De seguida, o produto final CV-His foi purificado por precipitação 
com diclorometano, uma vez que CV-Cl não era solúvel em diclorometano. Secou-se o 
produto final no rotavapor a pressão reduzida, onde foi obtido um composto de cor 
vermelho escuro. 
Composto CV-His: pó de cor vermelho escuro, rendimento 53%, Peso Molecular: 
661.01.  
Análise elementar calculada para C25H23ClN6O8.5H2O: C, 45.4; H, 5.0; N, 12.7; % CHNS 
encontrada: C, 45.2 ; H, 5.26; N, 12.4). 
H (DMSO, 400 MHz) ppm: 2.9-3.0 (m, 1H, -CH2 His), 3.4 (s, 3H, OCH3), 3.5 (m, 1H, -
CH2 His), 4.2 (m, 1H, -H His), 5.3 (s, 2H, -CH2), 5.7 (m, 1H, NH His), 6.2 (s, 2H, 
H15+H5’), 6.3 (d, 1H, H3), 6.4-6.5 (d, 1H, H4), 7.3 (m, 1H, NH CV), 7.6-7.7 (m, 3H, H10, 











IV.3.3. Estudos Fotofísicos 
IV.3.3.1. Estudo de Solvatocromismo 
Foram preparadas sete soluções de CV-B6 e CV-His em 10 mL de diferentes solventes, 
nomeadamente acetonitrilo, etanol, água, diclorometano, metanol, dimetilsulfóxido e 
clorofórmio, com concentração 1×10-5M e 5×10-5M, respectivamente.  
As amostras foram caracterizadas por absorção e emissão de fluorescência e 
rendimento quântico de fluorescência. A correcção para a luz absorvida foi efectuada 
sempre que necessário. A tabela 13, sumariza os parâmetros α, β e π* dos solventes 
usados. 
Tabela 13 – Parâmetros α, β e π*  para os solventes utilizados. 69–71 
Solvente α β π* r n ET (30) 
Acetonitrilo 0.19 0.31 0.75 35.94 1.3441 45.6 
Etanol 0.86 0.75 0.54 24.3 1.361 51.9 
Água 1.17 0.14 1.09 80.1 1.33 63.1 
Metanol 0.93 0.66 0.58 30 1.32 55.4 
Dimetilsulfóxido 0 0.76 1 46.45 1.4793 45.1 
 
ET (30): Parâmetro de polaridade empírica de Reichardt, ε: constante dieléctrica 
relativa, n: índice de refracção, α: parâmetro solvatocrómico de acidez do solvente, β: 
parâmetro solvatocrómico de basicidade do solvente, π*: parâmetro solvatocrómico de 
dipolaridade / polarizabilidade do solvente .  
IV.3.3.2. Caracterização fotofísica do composto CV-B6 e CV-His 
Foram preparadas duas soluções dos derivados sintetizados previamente, CV-B6 e CV-
His, em etanol com concentração 1x10-5M e 5x10-5M, respectivamente. 
As amostras foram caracterizadas por absorção e emissão de fluorescência e 
rendimento quântico de fluorescência. A correcção para a luz absorvida foi efectuada 




O rendimento quântico relativo dos derivados foi determinado, utilizando como 
padrão o violeta de cresil em etanol (Ф = 0,54). Todos os valores foram corrigidos tendo 
em conta o índice de refracção do solvente utilizado. 
IV.3.3.3. Estudo pH 
Foram preparadas previamente soluções de ácido clorídrico e hidróxido de sódio com 
concentração de 1M e 0,1 M cada, bem como uma solução de cada derivado com 
concentração 1x10-5M e 5x10-5M, respectivamente. 
As titulações espectrofotométricas e espectroflurimétricas para o estudo de pH foram 
realizadas em tampão universal para os derivados CV-B6 e CV-His, sendo realizadas 
também em água apenas para o CV-His. 
IV.3.3.4. Interacção com metais e aniões 
Procedimento 1: Preparou-se uma solução do derivado CV-B6 (1x10-5M) em HEPES 
(25Mm). A capacidade sensorial do composto CV-B6 foi testado com mercúrio (II), 
cobre (II), níquel (II), crómio (III), cobalto (II), cádmio (II), potássio (I), sódio (I), 
magnésio (II), cálcio (II), ferro (III), zinco (II), chumbo (II) e alumínio (III). Em cada 
poço da coluna L adicionou-se 300 μL da solução do derivado CV-B6 (1×10-5 M), 
preparada previamente em HEPES. Nas restantes colunas adicionou-se a solução CV-
B6 mais 1 equivalente e 10 equivalentes, respectivamente, dos metais em estudo (figura 
47 - M).  
Posteriormente foi preparada uma nova solução de CV-B6 apenas em água e feito o 






Figura 47 – Estudo da interacção dos vários metais (M) e aniões (A) com o derivado CV-B6. 
As amostras foram caracterizadas por absorção e emissão de fluorescência utilizando o 
CLARIOstar. 
 
Procedimento 2: Foram preparadas soluções de CV-His (5x10-5M) em água, etanol e 
acetonitrilo. A interacção do composto CV-His com ácido e base em etanol e 
acetonitrilo foi efectuada pela adição de quantidades crescentes de ácido 
metanosulfónio (10-2M) e de uma solução de hidroxitetrabutilamónio (10-2M). As 
titulações foram monitorizadas por espectroscopia de absorção e de emissão de 
fluorescência.  
Posteriormente foram realizados diversos estudos de interacção do CV-His com metais 
(10-2M), nomeadamente com sódio (I), potássio (I), cálcio (II), cobalto (II), níquel (II), 
cobre (II), chumbo (II), cádmio (II) e mercúrio (II) em etanol e acetonitrilo. 
Todas as amostras foram caracterizadas por absorção e emissão de fluorescência e 
rendimento quântico de fluorescência. A correcção para a luz absorvida foi efectuada 
sempre que necessário.  
 
IV.3.3.5. Interacção com moléculas biológicas 
IV.3.3.5.1. Proteínas 
α-lactoalbumina, β-lactoglobulina, albumina de bovino, ovalbumina, lisozima e 
anidrase carbónica 
Prepararam-se seis soluções das diferentes proteínas em água com concentração de 2,5 






espectroflurimétricas, com as proteínas mencionadas anteriormente em água (pH 8) e 
em tampão universal (pH 6), utilizando o derivado CV-B6 (1x10-5M). 
 
Tabela 14 – Proteínas estudadas com o respectivo ponto isoeléctrico 18,67,68  
  pH 8 pH 6 
Proteína pI Carga formal 
α-lactoalbumina 4.6 - - 
β-lactoglobulina 5.1 - - 
Ovalbumina 4.9 - - 
Albumina de bovino 5.3 - - 
Anidrase carbónica 11.35 + + 
Lisozima 6.57 - + 
 
IV.3.3.5.2. Aminoácidos 
Foram preparadas soluções dos aminoácidos seleccionados (tabela 15) com 
concentração 10-2M em água milli-Q. A interacção entre os aminoácidos e o derivado 
CV-B6 foi estudada por absorção e emissão em solução aquosa. Posteriormente o 
estudo foi repetido em tampão universal para o triptofano, leucina e lisina e em etanol 
para a histidina, triptofano e glutamina. 



































Foi realizada a síntese de dois derivados do violeta de cresil, CV-B6 e CV-His. O 
derivado CV-B6 apresenta um elevado rendimento quântico (Ф = 0.70) que se deve ao 
aumento da planaridade da sua estrutura. Foi verificado também que a inserção da 
vitamina B6 na estrutura do violeta de cresil diminui o efeito de transferência de 
electrão fotoinduzida, devido à substituição do grupo amina (doador de PET) por um 
grupo imina. Por outro lado o derivado CV-His possui um rendimento menor 
comparativamente ao padrão violeta de cresil (Ф = 0.28) por perder a planaridade do 
cromóforo, devido à adição do espaçador e da histidina, causando uma maior 
liberdade rotacional. 
Ambos derivados apresentam comportamento solvatocrómico para os solventes 
estudados, possuindo solvatocromismo positivo 
Quanto à sua capacidade sensorial, CV-B6, revelou incapacidade de detecção de iões 
metálicos e aniões devido à ausência de um grupo meta à imina para ajudar à 
coordenação destas espécies. No entanto, revelou capacidade de detecção de 
determinadas proteínas, nomeadamente ovalbumina, α-lactoalbumina, β-
lactoglobulina e albumina. A capacidade de detecção destas proteínas pode ser 
modelada consoante o pH do meio. Deste modo o derivado CV-B6 revelou ser uma 
mais-valia em aplicações biológicas.  
O derivado CV-His revelou ser muito sensível aos protões envolvidos no meio, sendo 
necessário a utilização de um solvente aprótico. Os estudos realizados permitiram 
concluir que este derivado detecta a presença de metais, preferencialmente metais 
pesados, como o chumbo, através do bloqueio do mecanismo de transferência de 
electrões fotoinduzida. Deste modo CV-His pode possuir várias aplicações 
nomeadamente no ambiente através da detecção de metais pesados na água, como o 
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VI.1. Estudo pH 
VI.2.1. Tampão Universal 
Para preparar o tampão universal adicionou-se num balão volumétrico de 100 mL, 230 
μL de ácido fosfórico, 700 mg de ácido cítrico mono-hidratado, 340 mg de ácido bórico 
e 34,3mL de uma solução de NaOH (1M), perfazendo com água destilada ultrapura. 
(enviar para anexo). 
VI.2. Caracterização 
VI.2.2. 1H-RMN 















VI.3. Interacção com moléculas biológicas 
I.2.1. Proteínas 
Titulações espectrofotométricas e espectroflurimétricas entre o derivado CV-B6 e as 
proteínas seleccionadas. [CV-B6] =1x10-5M, [proteína] = 2,5mg/mL , T=298K. 
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Titulações espectrofotométricas e espectroflurimétricas entre o derivado CV-B6 e os 
aminoácidos seleccionadas em água milli-Q a pH 8. [CV-B6] =1x10-5M, [Aminoácido] = 
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Titulações espectrofotométricas e espectroflurimétricas entre o derivado CV-B6 (10-5M) 
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Em Tampão Universal 
Titulações espectrofotométricas e espectroflurimétricas entre o derivado CV-B6 (10-5M) 
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VI.4. Composto CV-His 
VI.5. Interacção com metais 
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Estudo realizado em acetonitrilo com os iões metálicos seleccionados. Neste estudo 
inicialmente foram adicionados 20 μL de uma solução de hidroxitetrabutilamónio 10-
2M em acetonitrilo, de modo a desprotonar completamente o derivado CV-His. [CV-
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Titulação realizada em acetonitrilo com os iões metálicos seleccionados. Neste estudo 
inicialmente foram adicionados 20 μL de uma solução de hidroxitetrabutilamónio 10-
2M em acetonitrilo, de modo a desprotonar completamente o derivado CV-His. [CV-
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